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フット肝浮遊細胞による尿素合成調節機構の研究
青柳一正* 
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ラット肝臓を酵素処理して得た浮遊細胞を用いて， 尿素合成の調節機構をさらに明らかにし
ようとした。得られた細胞は高い糖新生能とグノレカゴン感受性を有し， 肝細胞としての高次の
機能を保持しているものと考えられた。生体外実験系としての尿素合成に至適な条件を得るた
め，まずメジウムを検討すると， Krebs-Henseleit重炭酸緩衝液は Krebs original Ringer燐
酸緩衝液に比して約 2倍の尿素合成を与えた。 さらにオノレニチンは尿素合成を著明に促進し， 
5mMオノレニチンは最大の活性化 (2-3倍)を与えた。至適条件での尿素合成活性 (0.75 
f!mol/hr/mg蛋白質)は ZJl VIOでの肝の尿素合成活性にほぼ匹敵した。
この系を用い，高アンモニア血症など Reye症候群と酷似の症状を起すことが知られる pent-
4・enoicaciclの尿素合成阻害の機構をしらベた。細胞を 0.05，0.1および 0.4mMの pent-4・ 
enoic acicl と40分間インキュベートすると， 尿素合成はそれぞれ対照の82，50，13 %， に低
下した。 この時， 尿素合成を増減させうる因子であるアセチノレグノレタミン酸(尿素合成経路の
初段酵素の必須活性化因子)の細胞内準位は各々対照の 93，55， および25%に低下していた。
また， pent-4・enoicacidは ATPの産性を減少させ， これによって尿素合成の阻害を起すと
する報告もあるが，尿素合成を約60%に低下させても， ATP準位の低下を認めえなかった。こ
の際， アセチノレグノレタミン酸の前駆物質， アセチノレ CoAの減少がみられ， これがアセチノレグ
ノレタミン酸準位低下の原因であることが示唆された。
以上の結果は， 肝浮遊細胞の系が尿素合成の調節機構の解析に有利な系であることを示し，
さらに pent-4-enoicaciclによる尿素合成阻害の要因がアセチノレグノレタミン酸準位の低下であ
ることを強く示唆するとともに， アセチノレグノレタミン酸を介する尿素合成調節機構の重要性を
示している。 
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略語一覧:AGA: N-acetyl-L-glutamate 
の調節因子であることを主張している2-5)。しかし，こ
序 文
れらの実験は主として動物の個体レベルのものであるた
尿素合成の初段酵素であるアンモニア利用性カノレパ め， AGA準位の変動と共に尿素合成活性を増減させる
ミノレ燐酸合成酵素はその活性の発現にアセチノレグノレタミ 他の因子も変動し， そのため AGA準位と尿素合成活
ン酸 (AGA)を要求する1)。最近，重定と橘らは AGA 性の変動とを一義的に結びつけるためにはさらに立入っ
によるカ/レパミノレ燐酸合成酵素活性化の生理的意義を追 た実験を必要とする。そこで，細胞という構造単位を保
求し，肝細胞内 AGA準位の変動に対応して尿素合成 持しつつ， しかも環境条件を自由に設定することが可能
が大幅に変動することを明らかにし， AGAは尿素合成 なかzvitroの実験系として肝浮遊細胞を選び， AGA 
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の役割を中心に尿素合成の調節機構について解析した。
この論文では，肝浮遊細胞系における尿素合成の基本的
条件を検討し，この系が尿素合成調節の研究に有利な実
験系であることを示した。さらに本系を用いて尿素合成
阻害作用めを有する pent-4-enoicacid7)の作用機構を解
析し，この阻害作用が細胞内アセチノレグルタミン酸準位
の低下によることを示した。
実験方法 
l. 動物:体重200-250gの vVistar系雄ラットを市
販の固型飼料(蛋白質含量24%)で飼育し，実験前日午
前10時から24時間絶食させたのち実験に供した。 
2. 肝浮遊細胞の調製:Berryと Friendの原法8)の 
Zahltenらによる変法のに準じコラゲナーゼ (CLSII， 
W orthington Biochemical社)を用いて肝浮遊細胞を
調製した。 trypanblueにより判定した生細胞の百分率
は85-90%であった。細胞数の測定には Neubauerの
血算盤を用いた。細胞蛋白質の定量には biuret法10)を
用い，牛血清アノレブミンを標準として測定した。 7.5x 
105個の肝細胞は蛋白質 1mgに相当した。 
3. 細胞のインキュベーション:特に記載がない場合
は，シリコン処理した液体シンチレーションカウンター
用ガラス製パイアノレ(直径 2.5cmX高さ 5cm)をイン
キュベーション用の容器として用いた。1.5%ゲラチン 
(Difco社)を含む Ca2+-freeKrebs-Henseleit重炭酸
緩衝液を混合ガス (95%02十5%C02)で平衡化し，
肝細胞(蛋白質として6.8-10mg)浮遊液を加え，最終
容量を1.5mlとし，蓋をして，水平振塗 (90回/min)
しながら，3rcでインキユ}ベートした。 
4. ATP準位の測定:細胞を含むメジワムに終濃度 
6% (v/v)になるように過塩素酸を加え， 20秒間の超
音波処理後，遠心し上清を得た。 これらの操作は氷冷
して行なった。この上清を試料として Lamprechtと 
Trautscholdの記載11)による酵素定量法により ATP
を定量したが， そこで用いるグルコースの濃度は 2.5 
mM12)とした。 
5. アセチル CoA準位の測定:細胞洗浄中における
アセチノレ CoA準位の変動をさけるため， Hemsらが考
案した細胞分離器13)を用いて細胞抽出液を得た。遠心に
よりメジウム中の肝細胞を 6% (v/v)過塩素酸十2.5% 
(w/v)塩化ナトリウム中に急速に落下させ，ホモジナイ
ズしたのち，遠心して細胞抽出液を得た。これを試料と
して Decker方法14)によりアセチノレ CoAを測定した。 
6. AGAの微量測定法:重定と橘の方法2)を改変し，
正
微量測定法を開発した。遠心 (1，080Xg，1 min，室温〉
により肝細胞(蛋白質として 13-26mg)をメジウムか
ら分離し，氷冷した 10%トリクロル酢酸2mlおよび回
収率測定用の(8HJAGA (2万 cpm，10 pmol)を加え
た。これを超音波処理 (20kHz，2 min)後，遠心によ
り細胞抽出液を得た。この試料中のトリクロノレ酢酸をエ
テーノレで除き， Dowex 50・玄8(H+型， 200-400メッシ
ュ)の小カラム (0.8X2 cm)に通した。 この流出液お
よび10mMギ酸 2mlによる洗液を合わせた。これをア
ンモニアで中和し， Dowex-X8 (ギ酸型， 200-400メッ
シュ)の小カラム (0.8X1 cm)に吸着させ，水20ml，
ついで、O.lMピリジンーギ酸緩衝液 (pH4.0，ギ酸に
ついての濃度を示す)15mlで、洗った後， 0.3Mピリジ
を溶出した。AGAで、(pH4.0) 10mlンーギ酸緩衝液 
この分画を濃縮して，エーテノレ:ベンゼン:ギ酸:水 
(21: 9 : 7 : 2，v/v)を溶媒とするペーパークロマ
トグラフィーで精製した15)。ろ紙からの AGA溶出液
には AGA定量を妨害する物質を含むため，さらに次
の分画を行なった。溶出液を Dowex-X8(ギ酸型， 200 
-400メッシュ)の小カラム (O.lml)につけ， 7k2 ml， 
ついでO.lMギ酸 2mlで、洗った後， AGAを1Mギ酸 
1 mlにて溶出した。 これを乾回し， 水 O.lmlに溶か
した。このうち 10バを用いて放射能 [3H]を測定し， 
AGAの回収率を求めた。一方，5011を試料として精.1
製したカノレパミノレ燐酸合成酵素16)の活性化に基づく 
AGA定量15)を行なった。感度を上昇させるため酵素活
性の測定にはアイソトープ法17)を用いた。なお AGAの
標準曲線は実験毎に作製した。 
7. その他の測定:細胞を含むメジウムに終濃度1.9 
% (v/v)になるように過塩素酸を加え， 20秒間の超音
波処理後，遠心し上清を得た。これを試料として以下の
定量を行なった。尿素の定量には Archibaldの方法1め
を用いた。(シトノレリ+尿素)の定量は， 100oC.，30分
間加熱を行なう Prescotと Jonesの方法19)に従った。
この方法ではシトルリンと尿素はほぼ同じ強さに発色す
る。グルコースの定量には， glucose oxidase法20)を用
いTこ。
実験結果
1. 単離細胞の正常性の検定:肝細胞の機能が分離操
作により損なわれるおそれがある。そこで，肝細胞の固
有な機能である糖新生能とグ、ノレカゴンに対する感受性を
しらベた。得られた細胞による乳酸からの糖新生活性は 
0.15pmol/hr/mg蛋白質であり，さらにこの活性は 10・5M 
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グノレカゴンの添加により1.8倍もの促進を受けた (Fig. 勺 
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Fig. 2. Effects of ornithine and composition of incubation mecliu1l1 on urea synthesis in 
isolatecIhepatocytes. Isolated cells (6.8 and 12mg of protein in A ancl B，respect-
ively) were incubatecl for 20min as elesc1'ibed in Fig. 3 with various concentrations 
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Fig. 1. Sens.itivity of is<?l_~t~d. h.epat.ocytes 
to glucagon as exhibited by the e_J.?・ 
han~ced glucongensis. Iso1aもedcells 
(8.3mg .of protein) were incubatec! 
in a systenl (1.5m1) as described 
uncIer “Materia1s and Methods" 
with 10 mM 1actate as a substrate 
ancl 1.5mM NH4Cl，in the presence 
(0ー  0) ancl absence of(・-)
10・5Mglucagon. Values are means 
of duplicate incubations. Bars in-
clicate -the range of ench determation. 
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1)0 10・6Mグノレカゴンでも同程度の促進が見られた。
この、糠新生活性とーグルカゴン感受性は，最近 Zahlten
らが糠新生の研究に用いた浮遊細胞のそれら 9)に匹敵
し，得られた細胞は高次の機能を保持していると考えら
れた。 
2. )}J<素合成の基本的条件の検討;単離細胞の諸活性
はメジウムの組成により大きく変動することが知られて
いる21)。そこで，代表的なメジウムとして重炭酸緩衝液
と燐酸緩衝液を選び，そこでの尿素合成活性を調べた。 
Ca~+-free Krebs-Henseleit 重炭酸緩衝液~2) (+1.5 % 
グラチン)は Ca2九 freeKrebs original Ringer燐酸緩
衝液22) (+1.5%ゲラチン， 5 mM NaHCOa)に比して
約2倍の尿素合成活性を与・えた (Fig.2)。また Krebs
による発見以来，尿素合成を促進することが知られるオ
ルニチン民ωは尿素合成を著明に促進し，最大の活性化
を与えるオノレニチンの濃度は両メジウムとも3.3mMで
あった。しかし，オ/レニチンによる最大の活性化率は重
炭酸緩衝液では 3倍(Fig.2A)にも及ぶが，燐酸緩衝液
では高々1.7倍(Fig.2B)であった。主た重炭酸緩衝液で
はオノレニチンの添加により尿素合成の中間体，シトノレリ
ンの蓄積がみられた。次いで，高い尿素合成活性を与え
ることが判った 5m1¥1オノレニチンを添加した重炭酸緩
衝液での尿素合成の時間経過をしらベた (Fig. 3)。 
equilibratecl with 100 % 
u1'ea; 0-0，urea plus citrulline. Values are means of duplicate incubations. Bars 
indicate the range of each determination. 
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Fig. 3. Time of synthesis.course urea 
Cells (6. 8mg of protein) in-were 
c1 “cubated as clescrecl un Materialser 
c1and Methos" in a (1.5ml)system 
containing 10 mM NHCl 10mM4 ， 
c1ium lactate 10mM aspartateandso ， ， 
5 mM ornithine. Perchloric acid ex-
l1 c1tracts of ces ancl ia were as-me
c1(・-・)sayed for an ureaurea 
plus citrulline Each poi-(0-0). 
of duplicate nts represent means 
incubations. Bars indicate the 
range of each cletermination. 
(尿素+シトノレリン)の合成は 時間までほぼ直線的に1
進行し， 1時間での値は0.75μmol/hr/mg蛋白質で，こ
れは生体内の肝での尿素合成にほぼ見合うものである。
この条件下で見られるシトノレリンの絶対量は尿素合成開
始後20分と60分でほとんど変らず，時間がたつにつれ尿
素の合成量が増大し， 60分では尿素に対する割合は 25
%に低下した。 しかし， この理由は不明である。これ
らの結果から以下の実験は高い尿素合成活性を与える 
Ca2九 free Krebs-Henseleit重炭酸緩衝液(+1.5%ゲ
ラテン)に 5mMオノレニチンを添加したメジウムを用 
こ。f、ることとしu
3. Pent-4-enoic acic1による尿素合成阻害と AGA
準位の低下: pent-4・enoicacidは尿素合成を阻害6)す
ることが報告された。本物質の一次的な作用点は脂肪酸
の酸化阻害札2のであり，その結果アセチノレ CoA準位の
低下2i)を起すことが知られている。 しかし，尿素合成
限害の機構は不明である。そこで Glasgowと Cha-
se28)はこのアセチノレ CoA準位低下に起因する ATP
産生減少が尿素合成を阻害すると報告している。一
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Fig. 4. E妊ectsof pent-4・enoicacid on syn-
thesis of citrulline plus urea anc1 
on level of AGA. Cells (30mg of 
protein) were incubatecl for 40min 
in 4.5ml of calcium-free Krebs-He-
nseleit bicarbonate buffer contain-
ing 1.5 % gelatin，10mM lactate， 
and 10mM NH4Cl with various con-
centrations of pent-4・enoic acicl in 
silliconizecl 30 ml Erlenmeyer ftask. 
Cells were then collected by cen-
trifugation at 100X g for 1 min at 
room temperature ancl resuspencled 
in 1 ml of fresh calcium-free Krebs-
Henseleit bicarbonate buffer con再 
taining 1.5 % gelatin. A portion of 
the cells (3. 7mg of proten) was in-
cubatecl for 10min as clescribecl in 
Fig. 3 for assay of urea cycle ac-
tivity. The other portion (22mg of 
protein) was incubatecl in the same 
way for 5 min ancl then cletermined 
for AGA content. The amounts of 
urea plus ci trulline formec1(0-0) 
anc1of acetylglutamate (・-・)are 
expressec1 as percent of control. 
The control value of urea plus ci-
trulline formecl is 0 .48 pmol/hr/mg 
cell protein ancl that of acetylglutam-
ate level is O. 29nmol/mg cell pro-
tein. 
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Table 1. Effects of pent-4・enoicacid on synthesis of citrulline plus urea 
ancl levels of acetyl-CoA ancl ATP in isolatecl hepatocytes. Three 
portions of cells (57mg of protein) were incubated under the 
identical conditions with various concentrations of pent-4・enoic 
acid for・40minas described in Fig. 4. A TP and acetyl-CoA were 
determined on different two portions of the cells as describecl 
under “Methods ". The amount of citrulline plus urea formecl 
was cletermined on the other portion as described in Fig. 4. 
Pent・4・enoic Citrulline hPeIsLiIzS e ATP level Acetyl-CoA level acid Urea synthesizecl 
percent percent percent 
mM μmool/the rl/n 
。 
pr 
mg of 
control 
0.58 (100) 
nmol:e/mln g IE3nrotle/mlr g of ofprot control protem control 
5.6 (100) 0.20 (100) 
0.05 
0.10 
0.56 ( 96) 6.4 (114) 0.15 ( 75) 
0.54 ( 93) 5.4 ( 94) 0.14 ( 70) 
0.40 0.37 ( 64) 6.4 (114) 0.08 ( 40) 
方，重定と橘が尿素合成の重要な調節因子であると
主張している AGAはアセチル CoAを前駆物質とす
る2・5)。したがって，アセチノレ CoA準位の低下が AGA
準位の低下，次いで尿素合成を抑制するという機作も考
えられる。そこで肝浮遊細胞を用いて pent-4・enOlc 
aciclの尿素合成阻害と AGA準位との関連をしらベ
た。まず， pent-4-enoic aciclによる尿素合成阻害を確
認した。肝細胞を0.05，0.1，および0.4mMの pent-
4・enoicaciclと40分間インキュベートしたのち，新し
いメジウムに移し， 10分間の尿素とシトノレリンの合成量
を測定すると，それぞれ対照の82，50，および13%に低
下した (Fig.4)。同じ試料について， 尿素合成開始後 
5分で測定した AGA準位は各々対照の 93，55， およ
び25%への低下が見られた。尿素合性活性の低下と 
AGA準位の低下の聞には密接な相関が見られ，尿素合
成阻合害要因の一つが AGA準位の低下であることが
強く示唆された。なお脂肪酸酸化阻害作用をもたない構
造類似体である pent-2-enoicaciclは， 0.4mMの高濃
度でも尿素合成を阻害しなかった。 
5. ATP準位およびアセチノレ CoA準位に対する 
pent-4・enoicacidの効果:上の実験に示されたように 
pent-4-enoic acidは肝細胞の AGA準位を低下させる
が，尿素合成阻害の機構としては ATP産生の減少も考
えなければならない。 また AGA準位低下がアセチノレ 
CoA準位低下に基づくものであるかどうか検討した。
肝細胞を pent-4・enoicacidと40分間インキュベートす
ると，尿素合成活性は 64%に低下したが， ATP準位の
低下は認め得なかった (Table1)。この成績は， pent-
4・enoicaciclによる尿素合成阻害が ATP準位低下によ 
るものではないことを示し， AGA準位の低下 (Fig. 
4)によるカノレパミル燐酸合成酵素の活性低下によるこ
とを支持するものである。 pent-4・enoicaciclによる尿
素合成の阻害の程度は Table 1と Fig.4で異なるが，
これは実験に用いた細胞は各々別のラット肝臓から調製
したため，得られた細胞の性状に差があったためと考え
られる。この実験ではたまたま阻害度が低かったが，他
の実a enoicaciclでつねに阻害験で、は0.4mMの pent-4・ 
度は50%を越えていた。データは示さないが， 0.4mM
の pent-4-enoicacidで尿素合成が対照の24%へと低下
した場合にも ATP準位の低下は認められなかった。一
方， AGAの前駆物質であるアセチル CoAの準位は 
pent-4-enoic aciclにより最低40%にまで低下し， こ
れが AGA準位低下の原因である，ことが示唆された 
(Table 1) AGA準位低下の原因として pent-4・0 
enoic aciclにより AGA合成酵素が直接阻害される可
能性もあるが， 1mMの pent-4-enoicaciclは AGA
合成酵素を阻害せず，この可能性は否定された。
これらの成績から pent-4・enoicacidによりアセチル 
CoA準位低下がひき起され，これが AGAの合成減少，
準位低下ついで、尿素合成の抑制へと導びかれたことが強
く示唆される。
考 察
尿素合成は単に受動的な窒素の終末処理機構であるに
とどまらず，生体の窒素平衡を適正に保つという重要な
役割をになっている。従来，尿素合成の調節機構の研究
は主として生体， 濯流肝， あるいは肝スライスを用い
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て行なわれてきた。生体や濯流肝の系は生理的条件に近
い優れた実験系であるが，前者では 1つの条件を動かす
と2つ以上の因子が同時に変動するこという難点があ
り，また後者には一度に多くの実験ができないという欠
点がある。またスライスの系は細胞の損傷が大きいとい
われている。最近，技術の進歩により高い糖新生能やホ
ルモンJ感受性など高次の機能を保持した肝浮遊細胞を得
ることが出来るようになり 8，9)，糖代謝や脂質代謝など
の研究が盛んに行なわれている。さらに，この系はその
環境条件の設定と変更が容易であるうえ，多くの実験を
並行して行なうことが出来る。しかし，ホルモン感受性
を保持した細胞を調製することは必ずしも容易ではな
い。本研究は，肝細胞としての高次な機能を保持iした遊
離細胞を調製し，これを用いて尿素合成の研究に必要な
基本的条件を明らかにした。尿素合成速度は使用するメ
ジウムにより大きく変化し，オノレニチンによる促進をう
ける。オノレニチンの促進効果は濯流肝で、の成績24)とよく
一致した。本論文の準備中に Briggsと Freeland29)お
よび Meijerら30)は肝浮遊細胞での尿素合成に及ぼすオ 
Jレチニンの効果について本実験とほぼ同様の成績を得て 
U、る。 
pent-4・enoicacidはジャマイカ諸島に産する木の実
に含まれる毒物，ヒポグリシンのアナログである。悪心
や幅吐および低血糖を主症状とする Jamaicanvomit-
ing sicknessはこのヒポグリシンによる食中毒わであ
る。 pent-4・enoicacidの主たる作用は脂肪酸の酸化阻
害25，26)にあり，その結果アセチノレ CoA準位の低下がお
こり，ついで、糖新生が阻害され低血糖が生ずる27)とされ
ている。また最近， Glasgowと Chaseはこのアナログ
の効果をさらに追求し，ラットに投与すると高アンモニ
ア血症など小児の急性脳症で、ある Reye症候群に類似の
症状31)がおこることを報告した。この高アンモニア血症
の主因は尿素合成の阻害6)であることが示されたがその
機構は必ずしも明らかでなかった。最近， pent-4・enoic 
acidが尿素合成の初段酵素カノレパミル燐酸合成酵素やオ
ルニチントランスカノレパミラーゼを阻害32)することが報
告されている。しかし，そこに必要な pent-4・enoicacid 
の濃度は 1mMと高い。また， pent-4・enoicacidによ
るラット肝ミトコンドリアでのシトルリン合成の抑制が 
ATP準位の低下に起因するこという主張2のがあるが，
その場合 ATP準位を低下させる pent-4-enoicacidの
濃度は 1mMと高い，以上のように考察してみると従来
の成績のみで， pent-4-enoic aciclの効果の全てを説明
するのは難しい。本研究は， ATP準位の低下をおこさ
ない低濃度の pent-4・enoic aciclで AGA準位の低下
1背相 正
および尿素合成の阻害がおこることを示し，尿素合成阻
害の要因が AGA準位の低下であることを強く示唆し
たものである。 AGA準位の低下をおこす pent-4咽 
enoic aciclの濃度は 0.1mMと低く (Fig.4)，同様の
効果がこのアナログの生体への投与によっても起りうる
ことが推定される。 AGAは重定と橘が尿素合成の調節
物質としてその重要性を示し，その準位変動を介する尿
素合成の調節は新しい機構2-5)として注目されているが， 
AGAの測定は必ずしも容易で、ないため， pent-4-enoic 
acidに関する研究においてその準位変動は検討されてA
いない。その準位が低下することは本研究により初めて
示された。
今回の成績は .pent-4・enoicaciclによる高アンモニア
血症の成因として AGA準位の低下を証明すると共に，
われわれの研究室で提出してきた AGA準位変動を介
十る尿素合成の調節機構に新しい実験的根拠をつけ加え
るものであり，またその重要性を示したものである。
稿を終えるに当り，終始ご懇篤な指導と校闘を賜わっ
た橘正道教授，森正敬助手に深く謝意を表わすととも
に，生化学第教室各位のご助力に感謝いたします。
本論文は学位審査論文である。 
SUMMARY 
The regulation of urea synthesis was inves-
tigatecl in isolatecl hepatocytes. Isolatec1hepato・ 
cytes were preparecl from the liver of fastecl rats 
by the method using collagenase. The hepato・ 
cytes maintainecl the high rate of gluconeogenesis 
from lactate，the sensitivity to gll1cagon of 
gll1coneogenesis，and high rate of urea synthesis. 
Optimal synthesis of urea was obtained in 
calcil1m-free Krebs-Henseleit bicarbonate bl1ffer 
(+1.5% gelatine) in the presence of 10mMNH4Cl， 
10 mM lactate，10mM aspartate，and 5 mM orni-
thine. Under these conditions，the rate of urea 
synthesis was 0.75 pmol!hr/mg protein which was 
comparable to the rate of l1rea synthesis 仇 'vi.vo. 
The urea synthesis was inhibited by pent-4-
enoic acid，which is an analogue of hypoglycin 
and has been known as a hypoglycemic ancl 
hyperammoniemic agent. On preincl1bation with 
compol1nd at 0.05，0.1，and 0.4mM，the rate of 
urea synthesis in isolated hepatocytes decreasecl 
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to 83，50，ancl 13% of the control value without 

the inhibitor，respectively. At the same time， 

intracellular levels of acetylglutamate，an es-
sential activator of carbamoyl phosphate synthe-
tase clecreasecl to 93，55，ancl 25% of the value 

without the inhibitor，respectively. vVhen pent-
4-enoic acicl inhibited urea synthesis by 40%， 

intracellular level of acetyl-CoA，a precursor of 

acetylglutamate decreased to 40% of the control 

value，while ATP level clicl not change signi-
五cantly. These results suggestecl that pent-4・
 
enoic acicl inducecl the clepletion of acetylgluta-
mate in hepatocytes which in turn inhibited urea 

synthesis. 
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